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(57) L* invention concern e un procecie de clonage d'acides 
nOcleiques comprenant une etape de ligature, k 1'extremite 
3* d'un produit d'extension d'amorce, d'un oligonucleotide 
simple brin, non complementaire dudit produit d'extension 
d'amorce, et une 6tape de synthese du deuxieme brin en 
utilisant une amorce complementaire dudit oligonucleotide, 
eventuellement suivie de reactions d'amplification. 
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1 

La presente invention conceme le domaine de la biologie moleculaire. Plus 
particulierement, elle conceme un precede de clonage d'aciaes nucleiques, une 
trousse pour sa mise en oeuvre, et ses applications. 

L'un des enjeux de la biologie moleculaire reside dans 1'etude et la 
5 caracterisation des acides nucleiques constituant le patrimoine genetique de chaque 
cellule (ADN) ou des intermediates obliges de la synthese proteique (ARN). 
L'isolement et rirnmortalisation de ces molecules au sein d'hotes procaryotes ou 
eucaryotes (autrement appele le clonage) constitue done une etape cle dans l'approche 
moleculaire de la physiologie cellulaire. 

10 Les techniques de clonage connues font generalement appel a une succession 

d'etapes classiques. II s'agit en premier lieu d'extraire les ARN d'une cellule (ARN 
totaux ou ARN messagers). Ensuite, compte tenu dii fait que ces molecules sont 
rapidement degradees, il est necessaire de realiser leur retrotran scription en ADN 
complementaires simple brin (ADNc-sb) pltis stables, Les molecules simple brin ainsi 

15 obtenues sont appelees produits d'extension d'amcMrce. Enfin, TADN in vivo etant une 
molecule bicatenaire, il est necessaire, pour incorporer TADNc-sb a un vecteur de 
clonage (plasmide, cosrnide, phage ••), de transformer la molecule monocatenaire en 
xuie molecule bicatenaire : ADN complementaire double brin (ADNc-db). Cette 
derniere etape consiste a synthetiser un brin complementaire d'ADN en se basant sur 

20 le brin matrice que constitue I'ADNc-sb. Elle est real isee au moyen d'enzymes (ADN 
polymerases), qui sont capables de recopier im brin matrice, en allant de Textremite 5 1 
vers Textremite 3 1 . Toutefois, ces enzymes ont besoin d'une amorce pour debuter la 
synthese du nouveau brin. Selon les techniques de Tart anterieur, cet amor$age peut 
etre obtenu de plusieurs fagons : 

25 Tout d'abord, par auto-amorgage. En effet, pour des raisons qui ne sont pas 

encore elucidees, une structure en epingle a cheveux se forme frequemment & 
Textremite 3* de la molecule d'ADNc-sb. Cette structure peut etre utilisee pour 
amercer la neosynthese du brin complementaire de 1' ADNc-db. 

L'amorgage peut egalement etre realise grace a des fragments de TARN 

30 initial. En effet, Tetape de retrotranscription de TARN extrait genere des heteroduplex 
ADNc-sb/ARN, qui sont normalement converts en ADNc-sb par digestion par 
TARNase H. Cependant, selon les conditions choisies, cette digestion peut n'etre que 
partielle, et la neosynthese du deuxieme brin peut alors etre amorcee au niveau des 
fragments d 1 ARN persistants. 
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L'amorgage peut enfin etre obtenu apres addition d'une queue 
hqmopolymerique a l'extremite 3 1 de l'ADNc-sb. Dans ce cas, la synthese du 
deuxieme farin est amorcee avec un oligonucleotide consistant en un homopolymere 
complenientaire de celui ajoute a l'ADNc-sb. 

Toutefois, les techniques decrites ci-dessus presentent certains 
inconvenients, qui limitent leurs applications. Notarnment, les etapes d'amor$age ne 
peuvent pas toujours etre .correctement controlees, et la specif icite de rappariement 
de 1'amorce, specialement dans le cas d'une amorce homopolymerique, est limitee, 
generant un bruit de fond non negligeable. Par ailleurs, les clones obtenus avec des 
ADNc-db amorces a Taide d'epingles a cheveux ou de fragments d'ARN sont, par 
construction, incomplets dans la partie correspondant a Textr^mite 5 f des ARN (ou 3 1 
du produit d'extension d'amorce). 

Enfin, Tutilisation de ces techniques ne permet pas la realisation de banques 
d'ADNc de populations cellulaires a effectif restreint En effet, l'experience montre 
qu^l est pratiquement impossible de realiser des banques d'ADNc si la quantite 
d'ARNm ayant servi de matrice a la retrotranscription est inferieure a quelques 
centaines de nanogrammes. De telles quantites sont obtenues a partir de quelques 
dizaines de milligrammes de tissu frais, ou encore, de 10 7 et plus cellules en culture. 
Ainsi les noyaux de cerveau humain, les embryons, les cultures primaires de cellules, 
les biopsies d'organes ou de tissus malades, les formes non libres de parasites, etc, ne 
peuvent etre facilement utilises comme materiel de depart pour construire des 
banques d , ADNc. L'utilisation des techniques ^amplification d'ADN in vitro pourrait 
permettre d'atteindre la masse critique d'ADNc necessaire au clonage, Toutefois, ces 
techniques ne peuvent s'appliquer qu'a des fragments d'ADN dont les extremites sont 
connues. 

La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. En effet, la 
demanderesse a maintenant mis au point un procede de clonage decides nucleiques 
permettant de generer des clones entiers, notarnment au niveau des regions 5' des 
messagers, avec une grande specificite. Le procede de l'mvention permet egalement 
la synthese, et par la suite Tamplification, de molecules d'ADNc-sb dont les 
extremites sont inconnues, a partir de peu de materiel (cellules, ADN, ARN). 

Un objet de Tinvention reside done dans un procede de clonage d'acides 
nucleiques caracterise en ce que Ton effectue les etapes suivantes : 
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- dans une premiere etape, la ligature a rextremit£ 3' d'un produit d'extension 
d'amorce, d'un oligonucleotide simple brin, non complementaire dudit produit 
d'extension d'amorce, 

- dans une deuxieme etape, la synthese du deuxieme brin au moyen d'une 
5 ADN polymerase, en utilisant une amorce complementaire dudit oligonucleotide, et, 

- dans tine tioisieme etape facidtative, l'amplif ication de i'ADNc-db ainsi 

obtenu. 

Dans ce qui suit, 1'oligonucleotide simple brin et non complementaire est 
designe par le terme oligonucleotide, 

10 Dans un mode prefere de l'invention, le procede met en oeuvre un produit 

d'extension d'amorce obtenu a partir d'une matrice ARN. II peut s'agir d'ARN totaux, 
comme d'ARN messagers (ARNm) ou d'ARN ribosomaux (ARNr). La preparation 
des ARN totaux peut etre realisee selon differents protocoles connus de lliomme du 
metier. Notamment, la technique decrite par Belyavsky et al (Nucleic Acids Res. 17 

15 (1989) 2919-2932) ou des techniques derivees de celle-ci peuvent etre utilisees. Dans 
le cas ou la matrice initiate est constitute par tin ARNm polyadenyle en 3', celui-ci 
peut etre extrait par chromatographic d'aff inite vis-a-vis de l'extremite poly A. 

La retrotranscription des ARN extraits peut etre effectuee par des precedes 
connus de l'homme du metier, directement a partir de preparations d'ARN totaux, ou 

20 a partir d'ARN du type recherche (ARNm, ARNr), L'amorce utilisee pour cette 
reaction est preferentiellement bloquee en 5', pour eviter la formation de 
concatemeres des ADNc-sb lors de l'etape de ligation. A titre d'exemple, les 
conditions de retrotranscription decrites par Rhyner et al (L Neurosci. Res. 16 (1986) 
167-181), eventuellement adaptees en fonction de la quantite d'ARN de depart, 

25 peuvent etre utilisees pour preparer le produit d'extension d'amorce mis en oeuvre 
dans la presente invention. 

Dans tin autre mode particulier de l'invention, le procede met en oeuvre un 
produit d'extension d'amorce obtenu a partir d'une matrice ADN, II peut s'agir 
preferentiellement d'ADN genomique. En effet, Tune des applications 

30 particulierement avantageuses du procede de l'invention conceme la caracterisation 
moleculaire de sequences genomiques, et plus specif iquement, de sequences 
genomiques impliquees dans le controle de l'expression de genes connus. 

Dans ce cas, la matrice ADN simple brin peut etre obtenue a partir d'ADN 
genomique total, eventuellement coupe au moyen d'enzymes de restriction, apres 

35 denaturation des molecules bicatenaires. Le produit d'extension d'amorce est ensuite 
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synthetise en utilisant une amorce correspondant i une region du gene etudie, puis 
purifie; En particulier, il peut etre particulierement avantageux d'utiliser pour la 
synthese du produit d'extension une amorce biotinylee, qui permet une purification 
simple par chromatographie d'aff inite sur colonne d'avidine. 

Lorsque le produit d'extension d'amorce est synthetise, les heteroduplex sont 
convertis en ADNc-sb par traitement a l'ARNase H, et/ou par hydrolyse alcaline. Par 
ailleurs, il est egalement preferable d'eliminer ramorce libre residuelle, pour eviter les 
reactions secondaires de ligation entre 1'oligonucleotide et ramorce. Ceci peut etre 
fait par exemple par chromatographie d'exclusion. 

Au cours de la premiere etape du precede de Tinvention, on utilise 
preferentiellement pour la ligation un oligonucleotide synthetis6 par voie chimique. 
La synthese de cet oligonucleotide est realisee en tenant compte du fait qu'ii est 
essentiel d'utiliser un oligonucleotide non complementaire du produit d'extension 
d'amorce, pom* eviter Tamplif ication d'ADN allochtone. 

Avantageusement, Toligonucleotide utilise est prealablement fonctionnalise, 
pour eviter la formation de concatemeres a la suite de son auto-ligation. La ligation 
s ( effectuant entre Textremite 5'-phosphate de Toligonucleotide et l'extremite 3-OH du 
produit d'extension d'amorce, il est toutefois indispensable de conserver l'extremite 5' 
de Toligonucleotide reactive. Dans ces conditions, la fonctionnalisation de 
Toligonucleotide consiste k bloquer Textremite 3*. Preferentiellement, cette 
fonctionnalisation est faite de telle sorte que l'extremite 5' comporte un phosphate et 
l'extremite 3' ne comporte pas de radical hydroxyle. Ceci peut etre realise en ajoutant 
a l'extremite 3 1 de Toligonucleotide un 2'-3' dideoxyribonucleotide de formule ddXTP 
dans laquelle X peut etre choisi parmi les bases connues entrant dans la compositions 
des acides nucleiques, telles que notamment l'adenosine, la guanine, la thymidine, 
etc. La fonction 3'-OH peut egalement §tre bloquee par amination, suivie ou non de 
Taddition d'une biotine. 

Encore plus preferentiellement, on utilise un oligonucleotide ne formant pas 
de structure secondaire. De telles structures seraient en effet de nature a perturber, 
sinon la ligation, du moins Tetape de sytnhese du twin complementaire. 

Par ailleurs, pour augmenter la specificite de Tamplification in vitro, il est 
particulierement interessant d'utiliser des oligonucleotides ayant une temperature 
d f hybridation relativement elevee. Pour cette raison, un mode prefere de mise en 
oeuvre de Tinvention est obtenu avec un oligonucleotide ayant un GC% au moins 
egala60%. 
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Dans une variante particuliere de Tinvention, oh utilise un oligonucleotide 
dont les base situ^es en 5' forment tin ou plusieurs sites de coupiire reconnus par des 
enzymes de restriction. Ceci permet la formation, par digestion enzymatique, de sites 
compatibles avec ceux d'un vecteur de clonage. 
5 La longueur de Toligonucleotide utilise dans Hnvention doit etre suffisante 

■ lettre I'hybridation dune amorce d'ADN polymerase. Preferentiellement, on 
u t . Ribonucleotide dune longueur au moins 6gale a 20 men Pour une 

mettle^ re de l'invention, il peut etre preferable d'utiliser un 

oligonucleotiuu ayant une longueur suffisante pour permettre la realisation d'etapes 

10 supplementaires ^amplification. Dans ces conditions, la longueur de i'oligonucleotide 
est avantageusement comprise entre 20 et 60 mer. 

La ligation de I'oligonucleotide au produit d'extension d'amorce est effectuee 
preferentiellement au moyen d'une enzyme capable de Her des molecules simple brin. 
Preferentiellement, on utilise la T4 RNA ligase. Cette enzyme est connue pour sa 

15 capacite a Her des molecules d'ARN. La Demanderesse a maintenant montre que cette 
enzyme pouvait egalement etre utilisee pour ligaturer des ADN sb, ou des 
oligonucleotides synthetiques a des produits d'extension d'amorce. La reaction de 
ligation est generalement effectuee a 20°C environ pendant tine periode de 24 a 96 
heures. II est entendu que la duree de la reaction peut etre optimisee selon Tefficacite 

20 recherchee et la quantite de materiel disponible. 

Les molecules simple brin hybrides ainsi formees contenant Toligonucleotide 
He en 3 1 du produit d'extension d'amorce peuvent ensuite etre soumises a la seconde 
etape du precede conduisant a la synthese du deuxieme brin. Cette 6tape met en 
oeuvre une ADN polymerase, dont Tactivite est initiee par une amorce 

25 complementaire de Toligonucleotide. Lamorce complementaire peut etre synthetisee 
aisement par vois chimique, comme cela est decrit dans les exemples. Cette etape de 
synthese du brin complementaire peut etre realisee selon des techniques connues de 
Thomme du metier. En particulier, il est possible d'utiliser differentes enzymes 
disponibles dans la technique, telles que le fragment Klenow de TADN polymerase de 

30 Rcoli , ou des ADN polymerases thermostables, telles que Tenzyme TaqPol (Cetus), 
la Replinase (Beckman) ou TAmpIifiase (Appligene). Des protocoles detailles sont 
decrits dans les references mentionnees ci-apres dans les techniques generales de 
clonage. 

Les molecules double brin ainsi formees peuvent ensuite etre soumises a une 
35 reaction dampHfication. Ceci peut etre fait en utilisant, en plus de Tamorce ayant 
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servi dans la seconde etape du precede, une deuxieme amorce choisie dans la partie 5' 
du produit d'extension d'amorce. Cette reaction d'amplification peut notamment etre 
realisee selon des techniques connues de rtiomme de Tart, telles que la "PCR" (Saiki 
et al., Science 239 (1988) 487-491), Par ailleurs, dans un mode particulierement 
5 avantageux de mise en oeuvre de Tinvention, la reaction ^amplification est realisee 
simultanement a 1'etape de synthese du brin comptementaire (seconde etape du 
procede). Dans ce cas, les deux amorces sont introduites ensemble, en presence de 
T ADN polymerase. 

De plus, plusieurs reactions d'amplification peuvent etre effectuees 
10 successivement, en choisissant pour chaque nouvelle reaction des amorces definissant 
une region plus petite permettant ainsi des amplifications emboitees ("nested 
amplification"). 

Selon cette variante du procede, il est possible de doner specifiquement des 
acides nucleiques, en partant de tres peu de materiel, et en Tabsence de toute 
15 information concernant leur sequence. 

Un autre objet de Tinvention reside dans une trousse pour la mise en oeuvre 
du procede de clonage d'acides nucleiques decrit ci-avant, cornprenant 
Toligonucleotide de ligation et eventuellement Tenzyme permettant sa ligation au 
produit d'extension d'amorce. 
20 Selon une variante particuliere de Tinvention, la trousse comprend egalement 

les amorces et enzymes permettant la retrotranscription de la matrice initiate ARN en 
ADNc-sb. 

Selon une autre variante particuliere de Tinvention, la trousse comprend 
egalement les amorces et enzymes permettant Tamplification de l'acide nucleique 
25 clone. 

Ces trotisses peuvent etre utilisees de maniere particulierement simple et 
avantageuse pour realiser des banques d'ADNc, ou pour doner les regions 5 1 d'ARN 
messagers, ou encore pour Tetude et la caracterisation moleculaire de sequences 
genomiques. 

30 D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 

exemples suivants, donnes i titre illustratif et non limitatif . 
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Legende des figures 

Figure 1 : Sequence et position respective des oligonucleotides BM 5', 
BM l-5\ BM 2-5', BM 3-5'. BM 3\ BM l-3\ BM 2-3' et BM 3-3\ 

Figure 2 : Sequence et position des oligonucleotides specif iques de la TPH 
utilises lors du clonage du messager de la TPH-B. Les oligonucleotides de la serie 
5' decrits dans la figure 1 ont 6galement ete utilises lors du clonage. 

Figure 3 : Schema representant les diffeirentes etapes du procede de 
i de l'extremite 5' d'ARN messagers. Dans le cas de la 

TPH ' . js ete necessaire de realiser la troisieme etape 

d'arnplification. 

Techniques generates de clonage 

Les methodes classiques de biologie moleculaire comme Telectrophorese en 
gel d'agarose, la revelation des acides nucleiques au bromure d'ethidium, le transfert 
des acides nucleiques sur des membranes (de nylon) et la detection de sequences a 
Taide de sondes sont decrites dans la litterature (Maniatis et al., Molecular cloning, A 
Laboratoty manual, Second edition, 1989, Cold Spring Harbor, Laboratory press; 
Berger et Kimmel, Guide to molecular cloning techniques, Methods in enzymology 
152, 1987, Academic press). De meme les techniques comme la reparation d'ADN 
grace a Tactivite exonuclease 3*-5 1 de la T4 DNA polymerase, la ligature de "linkers", 
['introduction de fragments d'ADN dans des vecteurs de clonage comme les 
bacteriophages M13 ou lambda ZAP (Stratagene) sont bien documentees dans 
Maniatis et aL precite, 

Exemple 1 : Synthese et fonctionnalisation ^oligonucleotides et amorces 
pour la mise en oeuvre de Tinvention. 

Differents oligonucleotides ont ete synthetases en utilisant la chimie des 
phosphoramidites. La sequence de ces oligonucleotides est donnee sur la figure 1, 
ainsi que leurs positions respectives. 

Les sequences BM 1-5', BM 2-5\ BM 3-5\ BM l-3\ BM 2-3 1 et BM 3-3', 
ont ete utilisees comme amorces pour les amplifications successives ("nested 
amplifications"). 

La sequence BM 5' a ete utilisee comme oligonucleotide de ligation. 
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La sequence BM 3' a ete utilisee comme amorce pour la retrotranscription 

des ARN totaux extraits des cellules PC12 (exemple 3). 

, La fonctionnalisation de l'qligonucleotide de ligation a et6 realisee en 

presence de la transferase terminate, par ajout d'un 2-3' dideoxyribonucleotide a 

rextremite : 3\ Pratiquement, cette reaction se deroule avec : 500 ng d'oligonucleotide 
dans 25 |il de milieu (Cacodylate de sodium 100 mM, C0CI2 1 mM, Tris-HCl 

pH=7.5 30 mM, albumine serique de boeuf (ASB) 12.5 \xg 9 DDT 0.1 mM, dideoxy- 
adenosine-triphosphate (ddATP) 100 mM, [a-P 32 ] 2\3'-ddATP 2,5 jxCi de la 
solution Arnersham d'activite specif ique 3000 Ci mM"*) en presence de 25 unites de 
transferase terminale (Bpehringer Manheim) 1 heure a 37°C Puis, I'enzyme est 
desactivee par la chaleur (10 minutes a 75°C). Les 25yl sont charges sur un gel de 
polyacrylamide et la bande correspondant a Toligonucleotide modifie est excisee et 
transferee dans une cartouche SPIN-X (Cdstar). 200 [d d'eau sont ajoutes k 
Tacrylamide et Tensemble est congele dans de la carboglace puis decongele plusietirs 
fois. La cartouche est ensuite centrifugee (12000 rpm, 5 minutes), Teluat est precipite 
[Dextran T40 (Pharmacia) 0.5 jog, 0.5 M LiCl, 75 % ethanol] puis dissous dans 50 jil 
d'eau et stocke a -20°C jusqu'a Tutilisation. 

Exemple 2 : Clonage des messagers entiers de la Tryptophane Hydroxylase 
de la glande pineale de rat (TPH-8). 

L*ARNm codant pour la Tryptophane Hydroxylase de la glande pineale de 
rat presente un polymorph! sme au niveau de Textremite 5\ Deux formes sont 
actuellement caracterisees : TPH-a et TPH-B. Comme indique sur la figure 2, TPH-a 
est comprise dans TPH-B. Par ailieurs, TPH-a est relativement abondante (0,5 % des 
messagers totaux), et est a peu pres 100 fois plus representee que TPH-B. La capacite 
a doner TPH-B constitue un bon test d'eff icacite d'un procede de clonage* 

Les ARN totaux d'une glande pineale de rat sont extraits selon la methode de 
Belyavsky (precite). 25 % des ARN ainsi obtenus, soit 200 ng environ, sont utilises 
pour realiser le clonage des extremites 5' du messager de la TPH selon le schema 
general decrit dans la figure 3. 

2.1. Synthese des ADNc-sb 

La retrotranscription est realisee au moyen de ramorce PEX, dont la position 
sur TARN matrice et la sequence sont donnees sur la figure 2. Six picomoles 
d'amorce ont ete utilisees, et, pour obtenir un marquage detectable du produit 
d'extension d*amorce, une premiere extension de 40 min. est realisee a 42°C en 
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presence de 0,05 mM de dCTP et 0,5 mCi/rnl de [a-32P] dCTP. Aprfes avoir ramene 
la concentration en dCTP a 0,5 mM, la synthese est prolbngee de 40 minutes. 

L'exces de PEX est ensuite elimine par chromatography d'exclusion. Pour 
cela, le produit de la retrotranscription auquel est ajoute 4 \d d'EDTA 0,5M est 
5 depose sur une colonne chromatographique de 2 ml de resine Ultrogel AcA 34 
(IBF/LKB) Squilibree en Tris-HCl (pH 8,0, 10 mM, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM, 
SDS 0,05 %). Des fractions de 100 ^il sont recueillies, et les fractions contenant les 
heteroduplex ADNc-sb/ARN sont reunies, Les ARN restants sont ensuite elimines 
par hydrolyse alcaline (fractions incubees 30 minutes en presence de 0.3M NaOH, 

10 puis neutralisees en presence d'acide acetique). Enfin, les ADNc-sb sont precipites 
dans une solution Dextran T40 0,5 |ig (Phannacia), 0,5 M CILi, 75 % ethanol, les 
culots laves une fois a l'ethanol 75 % puis seches sous vide et resuspendus dans un 
faible volume d'eau (4 a 10 |al). 

2.2. Ligature de Toligonucleotide et de l 1 ADNc-sb 

15 La ligature est effectuee par la T4 RNA ligase. Pour cela, 1 yl d 1 ADNc-sb et 

0,5 [d de Toligonucleotide BM 5 1 fonctionalise selon Texemple 1 sont incubes avec 
10 Ude T4 RNA ligase (Biolab's) a 22°C pendant 48 heures, dans 10 |il finaux de 
tampon Tris-HCl pH 8,0 50 mM, MgC12 10 mM, ASB 10 mg/ml, PEG 8000 25 %, 
Chlorure de cobalt hexamine 1 mM, ATP 20 jiM. 

20 2.3. Synthese du second brin et amplification 

Vingt % du produit de la ligation a ete utilise dans des reactions 
d'amplification in vitro dans un volume final de 100 {il d'un tampon Tris pH 8,9 10 
mM, MgCI 2 1.5 mM, KC1 5 mM, dXTP 200 |oM, gelatine 0,1 v/v, en presence de 2 

U, d'AmpliTaq et des oligonucleotides BM 1-5V (Fig. 1) et Ba (Fig. 2) a la 
25 concentration de 0,1 |oM. Apres 40 cycles (93°C, 30 secondes ; 51°C, 30 secondes ; 
72°C, 1 minute), 1 yl des amplifiats est preleve et soumis a une deuxieme serie 
d'amplification (30 cycles) dans un volume final de 50 |il, 1 U AmpliTaq et les 
amorces BM 2-5' et Ca (Fig. 2) ou bien BM 2-5 1 et Da (Fig. 2). 

L'analyse des differents produits d'amplification par la technique de 
30 Southern a montre que TPH-a etait presente dans les produits d'amplification [BM 1- 
S'/Ba] et [BM 2-5VCa], D^utre part la forme la moins abondante TPH-|3, est 
amplifiee a un niveau detectable dans les produits d'amplification [BM 2-5'/Ca] et 
[BM 2-5YDa]. Notons que le signal obtenu dans cette derniere amplification est 
visible en coloration au bromure d'ethidium. 
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Pour economiser le materiel, un aliquote de chacun de ces produits 
d'amplification a ete preleve et amplifie une trentaine de cycles avec les memes 
amorces auxquelles avaient ete prealablement ajout§ un phosphate en 5\ Apres avoir 
eliminer les amorces par une chromatographic sur gel AcA 34, nous avons poli les 
fragments d'ADN avec de T4 DNA polymerase. Ces fragments sont ensuite clones 
dans le bacteriophage M13mp8 coupe Smal et dephosphoryle (Amersham). 

Le criblage des clones obtenus avec des sondes oligonucleotidiques a montre 
que plus de 50 % des clones obtenus contenaient des sequences hybridant avec une 
sonde prise dans la partie commune de la TPH (67 % des clones [BM l-S'/Ba], 55 % 
des clones [BM 2-5'/Ca] et 74 % des clones [BM 2-57DaL Un criblage plus fin de ces 
clones (avec une sonde specifique de la forme -£) montre que parmi ces clones, 
1,5 % des clones TPH [BM l-5'/Ba], 0,5 % des clones TPH [BM 2-5YCa] et 100 % 
des clones TPH [BM 2-5'/Da] sont des clones TPH-p. 

La sequence de quelques-uns des clones obtenus montre que tous les clones 
TPH-a sont des clones complets correspondant aux sequences deja publiees. Le seul 
artefact rencontre est une variation dans la base terminale en 5 1 (G,A ou T ont ete 
rencontres). Les clones -p sequences presentent tous en 5 1 5 nouvelles bases TGCCC 
montrant que le procede de 1'invention permet d'obtenir des regions 5 1 plus completes. 

Exemple 3 ; Construction d'une banque ADNc en partant de peu de cellules 
: realisation et criblage d'une banque a partir des ARN extraits 
de 10 4 cellules PC12 

Les cellules PCI 2 sont des cellules de pheochromocytome de rat. La moitie 
(environ 10 ng) des ARN totaux extraits de 10 4 cellules est utilisee pour une 
retrotranscription amorcee par BM-3 1 (figure 1). A la fin de la synthase, cette amorce 
est eliminee par chromatographie sur gel d'AcA 34 comme decrit precedemment. 

La ligature de l'ADNc-sb avec BM-5* (prepare et fonctionnalise comme dans 
Texemple 1) est realisee en 24 heures, dans les memes conditions que pour Texemple 
2.2. 

' La totalite de la ligature est utilisee pour une amplification in vitro dans un 
volume final de 100 |xl d'un tampon Tris pH 8,9 10 mM, MgCl 2 1,5 mM, KC1 5 mM, 

dXTP 200 nM, gelatine 0,1 v/v, en presence de 2 U d'AmpliTaq et des 
oligonucleotides BM 1-5* et BM 1-3* (figure 1) a la concentration de 0,1 yM. Apres 
25 cycles (93°C, 30 secondes/55°C, 30 secondes/72°C, 1 minute), les petits fragments 
d'ADN sont elimines par chromatographie sur une colonne de Sephacryl S 400 
(Pharmacia) equilibree en Tris-HCl pH=8.5 0,1 M. 1 |il des eluats est preleve et 
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soumis a une deuxieme serie ^amplification (25 cycles) dans un volume final de 50 
|j, 1U AmpliTaq et les amorces BM 2-5' et BM 2-3* (figure 1). Enfin 1 |il des eluats 
est prelev6 et soumis a une troisieme serie d'amplification (25 cycles) dans un volume 
final de 50 ^1, 1U AmpliTaq et les amorces BM 3-5' et BM 3-3' (figure 1) et les 
5 produits de cette amplification sont purifies stir tine colonne de Sephacryl S 400. 

Par souci de conserver du materiel, un aliquote des eluats de colonne est 
repris et soumis a 20 cycles d'amplification [BM 3-3VBM 3-5'] avec des amorces dont 
l'extremite 5' est phosphatee. Apres polissage a la T4 DNA polymerase, des "linkers" 
Eco RI sont ligatures aux fragments d'ADN. Puis ceux-ci sont clones au site Eco RI 
10 du bacteriophage Lambda ZAP (Stratagene). Le criblage de la banque obtenue avec 
une sonde ADNc specifique de la tyrosine hydroxylase (TH) revele la presence de 
clones a une frequence (3/10000) qui est compatible avec l'abondance de ce messager 
dans ces cellules (2/10000). 

Exemple 4 : Comparaison de Tefficacite du precede de 1'invention par 
15 rapport a la technique utilisant le "tailing" 

Pour realiser cette experience nous avons utilise un melange d'ARN 
messagers constitue de 50 fg (fentogramme = 10* 15 g) d'un ARNm de tryptophane 
hydroxylase (TPH) de rat synthetique et de 500 pg (picogramme = 10" 12 g) d'une 
echelle de poids moleculaire d'ARN constituee de 6 especes molecul aires couvrant 

20 une masse de 0,24 a 9,5 kb (kilobase). Les ARN messagers ont ete retrotranscripts en 
utilisant Tamorce BM-3' precedemment decrite. 

Une queue homopolymerique de dG a ete ajoutee a Textremite 3' d'une partie 
des ADNc-sb en utilisant Tactivite de la terminale transferase ("tailing"). Par la suite 
les molecules "tailees" et "non tailees" resultant de cette reaction ont subi un cycle 

25 d'amplification in vitro avec une amorce de sequence anticomplementaire a BM-5' et 
contenant en 3' une queue homopolymerique de 6 residus dC. Afin de lirniter les 
phenomenes d'amplification aspecifique observes au cours des experiences 
precedentes, cette amorce a ete utilisee pour un seul cycle et en tres faible quantite. 
Pour les autres amplifications, nous avons suivi la strategie d'amplification emboitee 

30 (nested PCR) deja decrite pour l'amplification des messagers des cellules PC12. 

En parallele, xine autre partie des ADNc-sb a ete utilisee dans des 
experiences de ligation identiques a celles decrites pour ramplification des ADNc de 
la lignee de cellules PC12 (exemple 3). 
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Des "Southerns blots" des produits de la troisierne amplification emboitee 
(amorces BM 3-5 1 et BM 3-3 1 ) hybrides avec un oligonucleotide specifique de la TPH 
mettent clairement en evidence la presence de sequences nucleotidiques 
complementaires de la sonde dans les tubes resultant du "tailing" et du clonage selon 
5 rinvention, Cependant, un signal non specifique important apparait egalement dans 
les tubes temoins contenant tous les produits utilises pour le "tailing" & Texception de 
1'enzyme, alors qu'aucune amplification aspecifique n'apparait dans les temoins de 
l'invention. Ceci montre clairement que le precede de Tinvention est beaucoup plus 
selectif que ceux disponibles dans Tart anterieur. 
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RE VEND Tn A TTONS 

1. Precede de clonage d'acides nucleiques caracterise eh ce que Ton effectue 
les e tapes suivantes : 

- dans tine premiere etape, la ligature i l'extremite 3' d'un produit d'extension 
d'amorce, d'un oligonucleotide simple brin, non complementaire dudit produit 
d'extension d'amorce, 

- dans une deuxieme etape, la synthese du deuxieme brin au moyen d'une 
ADN polymerase, en utilisant une amorce complementaire dudit oligonucleotide, et, 

- dans une troisieme etape facultative, 1'amplification de l'ADNc-db ainsi 

obtenu. 

2. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que le produit 
d'extension d'amorce est obtenu a partir d'une matrice ARN. 

3. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que le produit 
d'extension d'amorce est obtenu a partir d'une matrice ADN, 

4. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que, lors de la premiere 
etape, on utilise un oligonucleotide fonctionalise en 3' de maniere a empecher son 
auto-ligation. 

5. Pn^cede selon la revendication 4 caracterise en ce que Ton utilise un 
oligonucleotide ne comportant pas de radical hydroxyle en 3'. 

6. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que Ton utilise un 
oligonucleotide comportant en 3' un 2'-3' dideoxyribonucleotide de formule ddXTP 
dans laquelle X est choisi parmi les bases connues entrant dans la composition des 
acides nucleiques. 

7. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que Ton utilise un 
oligonucleotide comportant en 3' une fonction amine. 

8. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que Ton utilise un 
oligonucleotide ne form ant pas de structures secondaires. 
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9. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que Ton utilise un 
oligonucleotide dont les bases situees en 5' forment un ou plusieurs sites de coupure 
reconnus par des enzymes de restriction. 

10. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que Ton utilise tin 
5 oligonucleotide d'une longueur au moins egale a 20 men 

11. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la ligation est 
effectuee en presence d'une enzyme capable de lier des acides nucleiques simple brin, 

12. ProcSde selon la revendication 11 caracterise en ce que l'enzyme est la 
T4RNAligase. 

0 13. Procede selon la revendication 12 caracterise en ce que la ligation est 

realisee a une temperature de 20°C environ, pendant une periode de 24 a 96 heures. 

14. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que pour la troisieme 
etape, on utilise en plus une deuxieme amorce, conrespondant a une region de la 
partie 5* du produit d'extension d'amorce. 

> 15. Procede selon la revendication 14 caracterise en ce que Ton effectue 

plusieurs cycles d'amplification. 

16. Trousse pour la mise en oeuvre du procede de clonage d'acides 
nucleiques selon les revendications 1 a 15 comprenant 1'oligonucleotide de ligation et 
eventuellement l'enzyme permettant sa ligation au produit d'extension d'amorce. 

17. Trousse selon la revendication 16 caracterisee en ce qu'elle comprend 
egalement les amorces et enzymes permettant la retrotranscription d'une matrice 
initiate ARN en ADNc-sb. 

18. Trousse selon Tune des revendications 16 ou 17 caracterisee en ce qu'elle 
comprend egalement les amorces et enzymes permettant Tamplification de Tacide 
nucleique clone. 

19. Utilisation d'une trousse selon Tune quelconque des revendications 16 a 
18 pour realiser des banques d'ADNc, ou pour doner les regions 5' d'ARN messagers, 
ou encore pour Tetude et la caracterisation moleculaire de sequences genomiques. 
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BM 5' 



BM 2-3' 



BM 1-5* 



BM 1-3' 



BM2-5' 



BM 3" 



BM 3-5' 



Nora 


| 5 ' Sequence 3 ' 


BM 


5* 


GCATTGCATCATGATCGATCGAATTCTTTAGTGAGGGTTAATTGCC 


BM 


1-5' 


GGCAATTAACCCTCACTAAAG 


BM 


2-5' 


TCACTAAAGAATTCGATCGATC 


BM 


3-5' 


CGATCGATCATGATGCAATGC 


BM 




CGAATACGACTCACTATAGGAAGCTGCGGCCGCTGCAGTAC [ T J 14 j 


IBM 


1-3' 


CGAATACGACTCACTATAGG 


IBM 


2-3' 


ACTCACTATAGGAAGCTGCG 


BM 


3-3 '1 


AGGAAGCTGCGGCCGCT 



Figure 1 
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TPH-er 

- 140 -82 O 124 




Da Ca Ba PEX 



j Nom 


5 ' Sequence 


3' I 


1 Ba 


GGTGAATCTGAATGAAGATGACCC j 


Ca 


AGTGGGCAGGATCCGGCACT J 


Da 


ACGGGAGCTGCCGCCTC | 


PEX 


GCGCTGAAAATCTTCCAGGAAACC J 



Figure 2 
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CARACTERISATION DES PRODUITS 
D' AMPLIFICATION, CLONAGE 



Figure 3 
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